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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung eines schwer loslichen Salzes einer Heteropolysaure zur 
Bestimmung eines Analyts. AuBerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyts 
5 mittels Heteropolyblau-Bildung sowie ein hierfur geeignetes Mittel. SchlieBlich betrifft die Erfindung auch die 
Verwendung eines schwer loslichen Salzes einer Heteropolysaure zur Herstellung eines Mittels zur 
Bestimmung eines Analyts durch Heteropolyblau-Bildung. 

Heteropolysauren sind anorganische Polysauren mit mindestens zwei verschiedenen Zentralatomen. 
Sie entstehen aus mehrbasischen Sauerstoffsauren eines Metalls, wie Molybdan, Wolfram, Vanadium und 
w eines Nichtmetalls oder Metalls, wie Phosphor, Silicium, Arsen, Jod, Eisen, Mangan, Kobalt als partielle 
gemischte Anhydride. Beispiele sind Phosphormolybdansaure bzw. Phosphorwolframsaure. Heteropolysau- 
ren sind wasserloslich. Sie sind jedoch nur in saurer Losung stabil. 

Heteropolysauren des Molybdans und Wolframs sind seit langem bekannte Reagenzien. Analytische 
Verwendung finden sie zur Bestimmung von Phosphat und auch zum Nachweis von Arsenat oder Silikat 
is durch Bildung der entsprechenden Heteropolysauren mit Molybdat oder Wolframat und anschlieBende 
Reduktion der Heteropolysaure zu einem blauen Farbstoff, dem sogenannten Heteropolyblau. Die Farbe 
beruht auf Lichtabsorption durch ElektronenLibergang zwischen funf-und sechswertigem Molybdan oder 
Wolfram. Das Heteropolyblau aus Heteropolysauren ist jeweils ein Farbstoff hoher Extinktion, der in 
Abhangigkeit von der Wellenlange ein sehr breites Absorptionsmaximum aufweist. Dies ist typisch fur 
20 Charge-transfer-Absorptionsbanden. 

Heteropolysauren zum Nachweis von reduzierenden Verbindungen durch Bildung von Heteropolyblau 
sind bekannt. In "Spot Tests in Organic Analysis" von F. Feigl, Elsevier Publishing Company, 5. Auflage, 
1956, Seite 128 und 129 wird beschrieben, daB 12-Molybdophosphorsaure durch viele reduzierende 
Substanzen zu Molybdanblau reduziert wird. Da diese Nachweisreaktion unspezifisch ist, wird zur Erzielung 
25 einer gewissen Selektivitat empfohlen, die zu untersuchende Probe alkalisch zu machen und anschliefiend 
mit Ether zu extrahieren. Der Etherextrakt enthalt dann vor allem aromatische Stickstoffbasen und etherlosli- 
che neutrale Substanzen. Saure Substanzen bleiben in der wassrigen Phase gelost. 

Aus P. B. Issopoulos, Pharm. Acta Helv. 64, 82 (1989) ist bekannt, daB bestimmte Arzneimittel, die eine 
o-Hydrochinonstruktur enthalten, wie z. B. Methyldopa in schwefelsaurer Losung reduzierend auf Molybdo- 
30 phosphorsaure einwirken und zur Bildung von Molybdanblau fQhren. 

In M. L. Matheke et al., Clin. Chem. 33, 2109 -2110 (1987) wird der Einsatz von Phosphorwolframsaure 
zum Nachweis von Harnsaure beschrieben. Die reduktive Bildung von Wolframblau dient als Indikator fGr 
die Anwesenheit von Harnsaure. Die Nachweisreaktion wird durch die Anwesenheit reduzierend wirkender 
Arzneimittel gestQrt. 

35 Aus B. Klein et al., Clin. Chem. 12, 816 - 823 (1966) ist eine Bestimmung von Glucose in Serum oder 
Plasma bekannt, die auf folgender Reaktionssequenz beruht: 

Glucose wird durch Kaliumhexacyanoferrat (III) oxidiert, wobei das gebildete Kali urn hexacyanoferrat (II) 
reduzierend auf Phosphormolybdansaure wirkt und zu Molybdanblau-Bildung fuhrt. Da Serum und Plasma 
unterschiedliche Mengen an Harnsaure, Arzneimitteln oder sonstigen reduzierend wirkenden Substanzen, 

40 wie beispieisweise Bilirubin und Glutathion enthalten konnen, ist deren storender EinfluB bei diesem 
verfahren vorprogrammiert. In Chemical Abstracts, 100, Seite 208, 26068 m wird der Nachweis von SnCI 2 
durch ein Prenylamoniumsalz von Molybdophosphaten oder Molybdosilikaten durch Reduktion in DMF zu 
Heteropolyblau beschrieben. 

Der Nachteil aller bisher bekannten analytischen Methoden, die die reduktive Bildung von Heteropoly- 

45 blau aus Heteropolysauren nutzen, liegt vor allem in der Unspezifitat der jeweiligen Nachweisreaktion. Sehr 
viele reduzierende Substanzen konnen storend wirken, da sie ebenfalls zur Heteropolyblau-Bildung fuhren. 
Zusatzlich sind Heteropolysauren nur unter sauren Bedingungen stabil. Dies schrankt den Anwendungsbe- 
reich sehr stark ein. Insbesondere die Kopplung der Heteropolyblau-Bildung mit enzymatischen Reaktions- 
schritten zum spezifischen Nachweis und zur spezifischen Bestimmung von Substanzen ist bisher nicht 

so bekannt. Gerade fur den Nachweis von Bestandteilen von Korperflussigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, 
Ham etc. sind enzymatische Bestimmungsverfahren aber haufig notwendig. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, die Heteropolyblau-Bildung als Nachweis- und 
Bestimmungsreaktion von Substanzen, insbesondere von Substanzen in KorperflUssigkeiten und insbeson- 
dere in Kombination mit enzymatischen Reaktionsschritten zu nutzen. Dabei sollten reduzierend wirkende 

55 Begleitsubstanzen nicht storend wirken und die Nachweis- und Bestimmungsreaktion sollte bei fur enzyma- 
tische Reaktionen erforderlichem pH-Wert ablaufen. AuBerdem sollte die Nachweis- und Bestimmungsreak- 
tion schnell durchgefOhrt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird durch MaBnahmen gelost, wie sie in den Anspruchen charakterisiert sind. 
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Es wurde gefunden, daB ein schwer losliches Salz einer Heteropolysaure vorteilhaft zur Bestimmung 
eines Analyts verwendet werden kann, gekennzeichnet dadurch, daB der Analyt ein elektronenreiches 
aromatisches Amin ist oder er zusammen mit einer weiteren Substanz zu einem solchen fuhrt. 

Das erfindungsgemafie Verfahren zur Bestimmung eines Analyts mittels Heteropolyblau-Bildung ist 

5 dadurch gekennzeichnet, daB der Analyt mit einer Substanz umgesetzt wird, die zur Bildung eines 
elektronenreichen aromatischen Amins fuhrt, das mit einem schwer loslichen Salz einer Heteropolysaure 
kontaktiert wird. Selbstverstandlich kann das erfindungsgemafie Verfahren auch zur Bestimmung eines 
elektronenreichen aromatischen Amins selbst herangezogen werden, indem eine Losung dieses Amins mit 
einem schwer loslichen Salz einer Heteropolysaure kontaktiert wird. 

io Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird auBerdem gelost durch die Verwendung eines 
schwer loslichen Salzes einer Heteropolysaure zur Herstellung eines Mittels zur Bestimmung eines 
elektronenreichen, aromatischen Amins durch Heteropolyblau-Bildung. 

ErfindungsgemaB wird ein Mittel zur Bestimmung eines Analyts durch Heteropolyblau-Bildung bereitge- 
stellt, das dadurch gekennzeichnet ist, daB es eine Substanz enthalt, die mit dem Analyt zu einem 

is elektronenreichen aromatischen Amin fuhrt und auBerdem ein schwer losliches Salz einer Heteropolysaure 
Oder die ein solches Salz bei Kontakt ergebenden Substanzen. Soil das erfindungsgemaBe Mittel direkt zur 
Bestimmung eines elektronenreichen aromatischen Amins dienen, genUgt es, wenn es ein schwer losliches 
Salz einer Heteropolysaure oder die ein solches Salz bei Kontakt ergebenden Substanzen in flussigem 
Medium oder in tragergebundener Form enthalt. 

20 GemaB der vorliegenden Erfindung kann ein schwer losliches Salz einer Heteropolysaure zur Bestim- 
mung eines elektronenreichen, aromatischen Amins verwendet werden. Als schwer losliches Salz einer 
Heteropolysaure im Sinne der vorliegenden Erfindung wird vor allem ein solches Salz einer Heteropolysau- 
re verstanden, das in Wasser oder wassrigen Medien, wie Puffer oder Korperflussigkeiten, wie beispielswei- 
se Blut, Plasma, Serum, Harn oder Speichel gar nicht oder nur sehr wenig loslich ist und dies auch unter 

25 den Test- und Farbbildungsbedingungen bleibt. Insbesondere ist das Salz einer Heteropolysaure 

so schlecht loslich, daB die in einer flUssigen Probe maximal losbare Menge allein nicht zur Bestimmung 
des darin enthaltenen Analyts ausreichen wurde. 

Uberraschenderweise hat es sich gezeigt, daB ein solches schwer losliches Salz einer Heteropolysaure 
nicht nur im sauren, sondern auch im neutralen und basischen pH-Bereich, insbesondere bis etwa pH 10 

30 stabil ist. Es kann somit in pH-Bereichen eingesetzt werden, wo die meisten Enzyme aktiv sind und damit 
zur Bildung von Heteropolyblau in Kombination mit enzymatischen Reaktionen herangezogen werden. Vor 
allem im ungelosten Zustand ist ein erfindungsgemaBes schwer losliches Salz einer Heteropolysaure auch 
bei erhohter Temperatur stabil. Trotz der Schwerloslichkeit hat es sich erwiesen, daB ein Analyt mit einem 
erfindungsgemSBen Salz einer Heteropolysaure sehr schnell, d. h. innerhalb weniger Sekunden bis einiger 

35 weniger Minuten durch Heteropolyblaubildung nachgewiesen und bestimmt werden kann. Hierbei ist eine 
selektive Bestimmung ohne Storung durch andere an sich reduzierend wirkende Substanzen moglich. Dies 
erlaubt eine empfindliche MeBmethode, die insbesondere auch wegen des breiten Absorptionsmaximums 
des gebildeten Heteropolyblaus, das von etwa 550 bis uber 1100 nm hinaus reicht, keine besonderen 
Anforderungen an MeBgerate stellt und auch visuell zu verfolgen ist. 

40 ErfindungsgemaB einsetzbare Salze von Heteropolysauren sind Salze von Heteropolysauren des 
Molybdans, des Molybdans und Wolframs, des Vanadiums und Molybdans Oder des Vanadiums und 
Molybdans und Wolframs mit Phosphor, Arsen, Silicium Oder Germanium als Heteroatomen. Besonders 
bevorzugt sind Heteropolysauren des Molybdans mit Phosphor oder Arsen. Phosphor ist als Nichtmetall- 
atom ganz besonders bevorzugt. Als Metallatom ist Molybdan ganz besonders bevorzugt. Hervorragend 

45 geeignet sind schwer losliche Salze von 12-Molybdophosphorsaure, 18-Molybdodiphosphorsaure, 12- 
Molyboarsensaure, 18-Molybdodiarsensaure, 1 1-Molybdo-1-vanadophosphorsaure, 1 0-Molybdo-2-vanado- 
phosphorsaure und 9-Molybdo-3-vanadophosphorsaure, wobei 18-Molybdodiphosphorsaure aufgrund seiner 
hohen Farbausbeute bei Reduktion zu Molybdanblau besonders bevorzugt ist. 

Schwer losliche Salze von Heteropolysauren sind solche, deren Kationen grofler sind als das Ammoniu- 

50 mion, NH4 + . Bevorzugte Kationen konnen dargestellt werden durch die allgemeine Formel I 

R 1 R 2 R 3 R 4 X + (I) 
in der 

55 R\ R 2 , R 3 , R 4 gleich oder verschieden sind und einen Alkyl-, Aryl- oder Aralkylrest bedeuten, oder 
Wasserstoff, wenn nicht alle Reste gleich sind oder 
wobei zwei Reste zusammen einen Alkylenrest bilden, und 
X ein Phosphor- oder Stickstoffatom bedeutet. 
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In Alkyl- und Aralkylresten bedeutet Alkyl einen 1-22 Kohlenstoffatome, vorzugsweise 1-6 Kohlenstoff- 
atome enthaltenden, geradkettigen Oder verzweigten Rest. Aryl in Aryl- oder Aralkylresten bedeutet einen 
aromatischen Rest aus 6 bis 10 Kohlenstoffatomen. Besonders bevorzugt sind Phenyl oder Naphthyl. 
Als Aralkylrest besonders bevorzugt ist die Benzylgruppe. 

5 Ein Alkylenrest ist eine gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasserstoffkette aus 4-6, bevorzugt 4 oder 5 
Kohlenstoffatomen, die mit beiden Enden an X gebunden ist. Kationen der allgemeinen Formel I konnen 
zwei solcher Alkylenreste enthalten. Vorzugsweise wird jedoch lediglich ein Alkylenrest vorhanden sein. 

In der allgemeinen Formel I bedeutet X vorzugsweise ein Stickstoffatom. Ebenso konnen bevorzugte 
Kationen in schwer loslichen Salzen von Heteropolysauren auch solche aus der Gruppe der ein quaternares 

w N-Atom enthaltenden Stickstoff-Heteroaromaten sein. Beispielhaft seien genannt Pyridin oder Chinolin, die 
an ihrem Stickstoffatom einen Alkyl-, Aryl- oder Aralkylrest tragen, wobei fur die Definition dieser Reste die 
zuvor fur die Reste R\ R 2 , R 3 , R 4 in der allgemeinen Formel I gegebene ebenfalls zutrifft. 

Ein erfindungsgemaGes schwerlosliches Salz einer Heteropolysaure kann beispielsweise durch Umset- 
zung einer Heteropolysaure mit einer entsprechenden basischen Substanz erhalten werden. In der Regel 

15 wird hierzu mindestens eine Substanz als Losung, vorzugsweise als wassrige Losung eingesetzt werden. 
Es konnen aber auch beide Salzkomponenten in fester Form einer Flussigkeit, insbesondere einer 
wassrigen Flussigkeit zugegeben werden oder umgekehrt. 

Als Analyt wird eine zu bestimmende Substanz bezeichnet. Besonders geeignet hat sich die Erfindung 
fur Substanzen erwiesen, die in einer FUssigkeit, insbesondere wassriger Flussigkeit, gelost vorliegen. 

20 Besonders vorteilhaft kann ein schwer losliches Salz einer Heteropolysaure zur Bestimmung von Substan- 
zen in Korperflussigkeiten, wie beispielsweise Blut, Plasma, Serum, Harn oder Speichel verwendet werden. 
Als mogliche Analyten in diesem Sinn sind beispielsweise Glucose, Cholesterin, Lactat, NADH oder Ethanol 
zu nennen. Grundsatzlich konnen erfindungsgemafi alle diejenigen Verbindungen bestimmt werden, die 
zusammen mit einer oder mehreren anderen Verbindungen zu solchen Substanzen umgesetzt werden 

25 konnen oder die selbst solche Substanzen sind, die bezuglich ihres Redoxpotentials und bezuglich ihrer 
Kinetik in der Lage sind, ein schwer losliches Salz einer Heteropolysaure innerhalb weniger Sekunden bis 
einiger Minuten, vorzugsweise in weniger als drei Minuten zu Heteropolyblau zu reduzieren. Oberraschen- 
derweise hat es sich gezeigt, da8 elektronenreiche aromatische Amine dies vermogen. Vor allem ist es 
Qberraschend, dafl hierbei eine selektive Bestimmung ohne Storung durch andere an sich reduzierend 

30 wirkende Verbindungen moglich ist. 

Unter einem elektronenreichen aromatischen Amin wird eine Verbindung verstanden, die elektronenrei- 
cher als Anilin ist und damit ein starkeres Reduktionsmittel als Anilin darstellt. Elektronenreiche aromatische 
Amine besitzen ein Redoxpotential von weniger als 0,6 V, bevorzugt kleiner als 0,45 V, gegen eine 
Normalwasserstoffelektrode. Die Gr<5Be des Redoxpotentials allein ist jedoch nicht entscheidend. Wichtig ist 

35 auBerdem, dafi die entsprechende Substanz schnell, d. h. innerhalb von weniger als etwa drei Minuten in 
der Lage ist, ein schwerlosliches Salz einer Heteropolysaure zu Heteropolyblau zu reduzieren. In Frage 
kommen beispiels-weise alle Anilinderivate, die einen oder mehrere +l oder/und + M-Substituenten, wie 
Hydroxy-, Alkyl-, Alkoxy-, Aryloxy-, Alkylthio-, Arylthio-, Amino-, Monoalkylamino- und Dialkylaminoreste 
tragen. 

40 Alkyl-, Alkoxy-, Alkylthio-, Monoalkylamino- und Dialkylaminoreste sind Reste, in denen Alkyl einen 
Kohlenwasserstoffrest mit 1-6 Kohlenstoffatomen darstellt, der seinerseits durch eine Hydroxygruppe, eine 
gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen substituierte Aminogruppe, 
P0 3 H 2 , SO3H oder CO2H substituiert sein kann. Die Saurereste P0 3 H 2 , SO3H und C0 2 H konnen als 
solche oder in Salzform als Ammonium-, Alkali- oder Erdalkalisalze vorliegen. 

45 Aryloxy- und Arylthioreste sind Reste mit 6-10 Kohlenstoffatomen, wobei Phenoxy- und Phenylthioreste 
besonders bevorzugt sind. 

Unter Anilinderivaten werden auch Verbindungen verstanden, die eine unsubstituierte oder durch Alkyl 
ein- oder mehrfach substituierte Aminogruppe an einem aromatischen Ringsystem tragen, das mit einem 
oder mehreren aromatischen oder/und alicyclischen Ringen anelliert ist. Als aromatische Ringe kommen 

50 hierbei sowohl kohlenstoffaromatische Systeme als auch Heteroaromaten in Frage. Beispiele sind anellierte 
Benzol- oder Naphthalinringe oder ein anellierter Pyridinring. 

Unter alicyclischen Ringen werden gesattigte Oder ungesattigte Cycloaliphaten mit 5-7 Kohlenstoffato- 
men, vorzugsweise 5 oder 6 Kohlenstoffatomen verstanden. 

Mogliche Alkylsubstituenten der Aminogruppe konnen Kohlenwasserstoffreste mit 1 - 6 Kohlenstoffato- 

55 men sein, die ihrerseits durch eine Hydroxygruppe, eine gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch Alkyl mit 
1 - 6 Kohlenstoffatomen substituierte Aminogruppe, P0 3 H 2 , S0 3 H und C0 2 H substituiert sein konnen. Die 
Saurereste PO3H2, S0 3 H und C0 2 H konnen als solche oder in Salzform als Ammonium-, Alkali- oder 
Erdalkalisalze vorliegen. 
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Besonders geeignet als elektronenreiche aromatische Amine sind Verbindungen der allgemeinen 
Formel II 



w 




(ii) 



in der 

RS Hydroxy Oder Amino bedeutet, wobei die Aminogruppe gegebenenfalls ein- oder 

15 zweifach durch einen Alkylrest substituiert ist und der Alkylrest seinerseits gege- 

benenfalls durch eine Hydroxygruppe, eine gegebenenfalls ein- oder mehrfach 
durch Alky I substituierte Aminogruppe, PO3H2, S0 3 H oder C0 2 H substituiert ist, 

R 5 und R 7 die beide gleich oder verschieden sind, Wasserstoff oder Alkyl darstellen, wobei 

der Alkylrest gegebenenfalls durch eine Hydroxygruppe, eine gegebenenfalls ein- 
20 Oder mehrfach durch Alkyl substituierte Aminogruppe, P0 3 H 2l SO3H oder C0 2 H 

substituiert ist und 

R 8 , R 9 , R 10 und R 1 1 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, 

Alkyl, Alkoxy, Alkylthio, Aryloxy, Arylthio, Halogen, Carboxy, Carboxyalkyl oder 
Alkoxycarbonyl bedeutet. 

25 Alkylreste und "Alkyl" in Alkylthio, Carboxyalkyl- und Alkoxycarbonylresten sind Kohl en wasserstoff reste 
mit 1-6 Kohlenstoffatomen. Besonders bevorzugt sind Reste mit 1-3 Kohienstoffatomen. 

Alkoxyreste sind ebenfalls Kohlenwasserstoffreste mit 1 - 6 Kohlenstoffatomen. Besonders bevorzugt 
sind Reste mit 1 - 3 Kohlenstoffatomen. Aryloxy- und Arylthioreste sind Reste mit 6 - 10 Kohlenstoffatomen, 
wobei Phenoxy- und Phenylthioreste besonders bevorzugt sind. Halogen bedeutet Fluor, Chlor, Brom oder 
30 Jod. Chlor und Brom sind bevorzugte Halogensubstituenten. 

Saurereste P0 3 H 2 , S0 3 H oder C0 2 H konnen als solche oder in Salzform als Ammonium-, Alkali- oder 
Erdalkalisalz vorliegen. 

Ammoniumsalze sind solche, die das Ammoniumion, NH+ + enthalten oder solche, die ein- oder 
mehrfach durch Alkyl-, Aryl- oder Aralkylreste substituierte Ammoniumkationen enthalten. Alkyl in Alkyl- und 

35 Aralkylresten bedeutet einen Kohlenwasserstoffrest mit 1-6 Kohlenstoffatomen. Aryl in Aryl- und Aralkylre- 
sten ist ein 6-10 Kohlenstoffatome zahlendes aromatisches Ringsystem, wobei Phenyl bevorzugt ist. Ein 
bevorzugter Aralkylrest ist Benzyl. 

Alkalisalze sind vorzugsweise solche des Lithiums, Natriums oder Kaliums. Erdalkalisalze sind vorzugs- 
weise solche des Magnesiums oder Calciums, 

40 Elektronenreiche aromatische Amine konnen unmittelbar mit einem schwerloslichen Salz einer Hetero- 
polysaure durch Bildung von Heteropolyblau bestimmt werden. Es konnen aber auch Substanzen bestimmt 
werden, die durch chemische oder enzymatische Reaktion mit einer weiteren Substanz diese in stochiome- 
trischer Weise zu einem elektronenreichen aromatischen Amin umsetzen. Beispielsweise konnen als 
Reaktionspartner solche Substanzen verwendet werden, die das GrundgerGst eines elektronenreichen 

45 aromatischen Amins bereits in sich bergen und bei denen es durch eine chemische oder enzymatische 
Reaktion mit dem zu bestimmenden Analyt freigesetzt werden kann. Vorzugsweise werden hierunter solche 
Verbindungen verstanden, die durch Hydrolyse zu einem elektronenreichen aromatischen Amin fuhren. Als 
Beispiele seien Amide, Ester oder Glycoside von elektronenreichen aromatischen Aminen genannt. Analyte, 
die so bestimmt werden konnen, sind vorzugsweise Enzyme, die die Umsetzung entsprechender Substrate 

50 in elektronenreiche aromatische Amine katalysieren, insbesondere Hydrolasen wie Amidbindungen und/oder 
Peptidbindungen spaltende Enzyme, Esterbindungen - seien es Carbonsaure-, Phosphorsaure- oder 
Schwefelsaurebindungen - spaltende Enzyme und glykosidische Bindungen spaltende Enzyme, aufierdem 
auch Transferasen, die die Ubertragung von Gruppen katalysieren, wie beispielsweise y-G I utamyltransf era- 
se. 

55 Weiter konnen beispielsweise auch Substanzen bestimmt werden, die enzymatisch oxidiert werden 
konnen und wobei als Elektronenakzeptoren solche Verbindungen eingesetzt werden, die durch Reduktion 
elektronenreiche aromatische Amine ergeben. Vor allem fur Substanzen in KdrperflOssigkeiten, wie Blut, 
Plasma, Serum, Harn oder Speichel sind eine Vielzahl von Oxidoreductasen bekannt, die jeweils spezifisch 
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bestimmte Substanzen erkennen und in Anwesenheit eines funktionierenden Elektronenacceptors diese 
Substanzen oxidieren. 

Als Beispiele seien flavinabhangige Oxidasen wie L- und D-Aminosaure-Oxidase, Cholesterin-Oxidase, 
Glucose-Oxidase, Glycerin-3-phosphat-Oxidase, Lactat-Oxidase Oder Pyruvat-Oxidase und nicht-NAD(P)- 
5 abhangige Dehydrogenasen wie die Pyrrolochinolin-chinonabhangige Glucose-Dehydrogenase genannt 
Oder auch Diaphorase (NADH: dye-Oxidoreductase). 

Im Falle von Oxidoreduktasen, insbesondere bei Oxidasen und nicht-NAD(P)-abhangigen Dehydrogena- 
sen sind Elektronenakzeptoren fur enzymatische Oxidationen einsetzbar, die durch die enzymatische 
Oxidation des Enzymsubstrats zu einem elektronenreichen aromatischen Amin reduziert werden. So konnen 
w dann solche Substanzen, die enzymatisch oxidiert werden, durch Kontaktierung des entstehenden elektro- 
nenreichen aromatischen Amins mit einem schwer loslichen Salz einer Heteropolysaure durch Heteropoly- 
blau-Bildung nachgewiesen und bestimmt werden. 

Als vorteilhafte Elektronenakzeptoren im erfindungsgemaBen Sinn sind in diesem Zusammenhang 
insbesondere aromatische Nitrosoverbindungen, Oxime und Hydroxylamine zu nennen. Besonders bevor- 
75 zugt sind aromatische Nitrosoverbindungen und Oxime. Ganz besonders bevorzugt sind insbesondere 
solche Nitrosoverbindungen und Oxime wie sie in der Europaischen Patentanmeldung Nr. EP-A-0354 441 
beschrieben sind. 

Zur Durchfuhrung der erfindungsgemaBen Bestimmung eines Analyts durch Heteropolyblau-Bildung 
genugt es, den Analyt wie vorstehend beschrieben mit einer Substanz zur Reaktion zu bringen, zu einem 

20 elektronenreichen aromatischen Amin umzusetzen und mit einem schwer loslichen Salz einer Heteropoly- 
saure zu kontaktieren. Wenn das elektronenreiche aromatische Amin selbst der unmitteibar zu bestimmen- 
de Analyt ist, wird dieses ohne vorhergehende chemische Oder enzymatische Reaktionen mit einem schwer 
loslichen Salz einer Heteropolysaure kontaktiert. 

In der Regel wird zumindest das schlieSlich auf das Salz der Heteropolysaure einwirkende elektronen- 

25 reiche aromatische Amin in geloster Form vorzugsweise in wassriger Losung, beispielsweise Wasser, 
Puffer oder KorperflUssigkeit, vorliegen. Vorteilhafterweise wird dann, wenn der zu bestimmende Analyt 
nicht selbst ein elektronenreiches aromatisches Amin ist, die zusammen mit dem Analyt zur Erzeugung 
eines elektronenreichen aromatischen Amins notwendige Verbindung ebenfalls in wassriger FlUssigkeit 
loslich sein. Sie kann der Probe vor der Kontaktierung mit einem schwer loslichen Salz einer Heteropoly- 

30 saure zugegeben werden. Sie kann aber auch erst zusammen mit dem schwer loslichen Salz einer 
Heteropolysaure oder sogar erst zuletzt mit der zu untersuchenden Probe in Kontakt gebracht werden. 
Welche Reihenfolge gewahlt wird, ist vom Einzelfall abhangig und kann von dem Fachmann fdr die jeweils 
durchzufUhrende Analytbestimmung aufgrund seines allgemeinen Fachwissens oder durch wenige optimie- 
rende Versuche entschieden werden. Die zur Erzeugung eines elektronenreichen aromatischen Amins 

35 notwendige Substanz kann einer wassrigen Probe test oder in geloster Form zugegeben werden. 

Die zusammen mit dem zu bestimmenden Analyt ein elektronenreiches aromatisches Amin ergebende 
Substanz muB in mindestens so groBer Menge mit der Probe kontaktiert werden, daB der gesamte Analyt 
zur Reaktion gebracht werden kann. Vorzugsweise wird ein 2 - 10facher OberschuS eingesetzt. 

Das schwer losliche Salz einer Heteropolysaure kann als teste Substanz mit der zu untersuchenden 

40 Probe in Kontakt gebracht werden. Es kann aber auch als Suspension in einer FlUssigkeit, vorzugsweise 
wassriger FlUssigkeit, vorliegen, wobei dann zur Durchfuhrung der Bestimmung die Suspension mit der zu 
untersuchenden Probe gemischt wird. Bei Anwesenheit des zu bestimmenden Analyts bildet sich in Wasser 
schwer losliches Heteropolyblau, das aufgrund seiner intensiven Farbe erkennbar ist. Zur quantitativen 
Bestimmung ist es moglich, das in Wasser schwer losliche Heteropolyblau sowie unumgesetztes Heteropo- 

45 lysauresalz von der FlUssigkeit abzutrennen, beispielsweise durch Zentrifugation, anschliefiend in einem 
geeigneten Losungsmittel, wie beispielsweise Dimethylsulfoxid aufzulosen und photometrisch gegebenen- 
falls unter Heranziehung von Standard 16 sung en oder Eichkurven die Konzentration des Heteropolyblau- 
Farbstoffs zu messen und damit letztendlich die Konzentration des nachzuweisenden Analyts zu bestinv 
men. 

50 Das schwer losliche Salz einer Heteropolysaure muB in so groBer Menge anwesend sein, daB das in 
der Probe vorliegende oder gebildete elektronenreiche aromatische Amin zu einer Heteropolyblau-Bildung 
fuhrt, die in einen quantitativen Zusammenhang mit der Menge des zu bestimmenden Analyt bzw. des 
elektronenreichen aromatischen Amins gesetzt werden kann. Grundsatzlich muB deshalb soviel schwer 
losliches Salz einer Heteropolysaure eingesetzt werden, dafl bis zur hochsten relevanten Konzentration des 

55 elektronenreichen aromatischen Amins eine Erhohung der Aminmenge zu einer Zunahme der Heteropoly- 
blaumenge fuhrt. 

Ein erfindungsgemaBes Mittel zur Bestimmung eines Analyts durch Heteropolyblau-Bildung enthalt eine 
Substanz, die mit dem Analyt zu einem elektronenreichen aromatischen Amin fUhrt und ein schwer 
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losliches Salz einer Heteropolysaure. Ein solches Mittel kann beispielsweise als Suspension oder als 
Lyophilisat, Pulvermischung Oder als Tablette verpreBt zum Einsatz gebracht werden. Die Bestandteile 
konnen nebeneinander oder getrennt vorliegen, wobei jeder der Bestandteile in seiner zweckmaBigsten 
Form verarbeitet sein kann. Es ist durchaus auch moglich, daB ein erfindungsgemaBes Mittel nicht ein 

5 einsatzbereites schwer losliches Salz einer Heteropolysaure, sondern lediglich die zur Bereitung eines 
solchen Salzes notwendigen Komponenten, namlich beispielsweise eine Heteropolysaure und eine kationi- 
sche oder basische Verbindung, die beide erst unmittelbar vor der erfindungsgemaBen Bestimmungsreak- 
tion kontaktiert werden und dann erst das entsprechende Salz ergeben, getrennt enthalt. Besonders 
vorteilhaft ist es, wenn das erfindungsgemaBe Mittel ein schwer losliches Salz einer Heteropolysaure in 

io feinverteilter Form, so dafl es eine groBe reaktive Oberflache aufweist, beinhaltet. Gegebenenfalls kann das 
erfindungsgemaBe Mittel auch noch weitere Reagenzien, wie Puffer und Hilfsstoffe, wie beispielsweise 
Netzmittel, Stabilisatoren, Gerustbildner usw. enthalten. Ist der zu bestimmende Analyt selbst ein elektro- 
nenreiches aromatisches Amin, benotigt man fur das erfindungsgemaBe Mittel selbstverstandlich keine 
Substanz, die erst mit dem Analyt zu einem elektronenreichen aromatischen Amin fuhrt. 

75 Ganz besonders vorteilhaft gestaltet sich die Durchfuhrung der erfindungsgemaBen Bestimmung eines 
Analyts mit einem sogenannten Trockentest. Vorrichtungen, die zur Durchfuhrung eines Trockentestes 
geeignet sind, sind dem Fachmann beispielsweise aus EP-A-0 016 387, DE-A-32 47 608, EP-A-0 262 445 
oder EP-A-0 256 806 bekannt. Sie konnen als Testtrager bezeichnet werden. Hierbei liegen die zur 
Durchfuhrung eines Tests erforderlichen Reagenzien in trockener, d. h. nicht in einer Flussigkeit gelosten, 

20 Form beispielsweise in Oder auf saugfahigem Material, wie beispielsweise Papier, einem offenen Film 
gemafl EP-A-0 016 387, einem Glasfaservlies oder einer porosen Kunststoff mem bran, urn nur einige 
mogliche Materialien zu nennen, oder in oder auf einem quellfahigen Material, wie z. B. einem entsprechen- 
den Kunststoffilm, Gelatine oder Cellulose, vor. 

Bei Aufgabe der ProbenflOssigkeit auf den Testtrager oder Eintauchen des Testtragers in die Proben- 

25 fiussigkeit bildet sich in dem Testtrager ein flGssiges Milieu aus, innerhalb dessen die Nachweisreaktion 
ablauft. Die durch die Reaktion verursachte Farbbildung kann visuell oder photometrisch, z. B. reflexions- 
photo-metrisch ausgewertet werden. 

Zur Herstellung des erfindungsgemaBen Mittels in tragergebundener Form wird ein geeignetes Trager- 
material, wie Filterpapier, Cellulose oder Kunstfaservlies mit Losungen oder/und Suspensionen der erforder- 

30 lichen, zur Herstellung von Testtragern verwendeten Reagenzien in leicht flUchtigen Losungsmitteln, wie z. 
B. Wasser, Methanol. Ethanol oder Aceton impragniert. Dies kann in einem Impragnierschritt erfolgen. Oft 
ist es zweckma'Big, die Impragnierung in mehreren Schritten durchzufOhren, wobei Losungen oder/und 
Suspensionen eingesetzt werden, die jeweils einen Teil der Bestandteile des fertigen Mittels enthalten. So 
kann beispielsweise in einem ersten Schritt aus einer Suspension das schwer losliche Salz einer Heteropo- 

35 lysaure und in einem zweiten Schritt aus einer Losung die Substanz, die mit dem zu bestimmenden Analyt 
zu einem elektronenreichen, aromatischen Amin fuhrt sowie gegebenenfalls Puffer und andere Zusatzstoffe 
enthalt, auf ein Tragermaterial aufgebracht werden. Das so behandelte Tragermaterial kann als solches 
verwendet werden oder in an sich bekannter Weise an Griffe oder auf steife Kunststoffolien geklebt werden, 
urn besser handhabbar zu sein. 

40 Statt einer mehrmaligen Impragnierung des selben Tragermaterials konnen die Reagenzien des 
erfindungsgemaBen Mittels auch auf verschiedene Tragermaterialien verteilt werden, die bei Durchfuhrung 
der Analytbestimmung miteinander in einen Flussigkeitsaustausch ermoglichenden Kontakt gebracht wer- 
den. 

Zur Herstellung von tragergebundenen Testmitteln konnen anstelle einer Impragnierung auch aus 
45 Filmbildnern, das heiflt aus Polymeren oder aus Polymerdispersionen, Losungen hergestellt werden, die so 
viskos sind, daB sich aus ihnen nach den bekannten Herstellungsverfahren, wie Rakeln, Rollcoating etc. 
Filme herstellen lassen. In diese Losungen werden die Reagenzien und gegebenenfalls Puffersubstanzen 
und Hilfsstoffe eingearbeitet. Die Beschichtungsmassen werden auf Tragerfolien aufgebracht, getrocknet 
und die fertigen Filme, beispielsweise zu Teststreifen verarbeitet 
so Beispiele ftlr bevorzugte Testtrager sind in Fig. 1 und 6 dargestellt. Die ubrigen Abbildungen 2 - 5 und 
7 zeigen Schaubilder, die Abhangigkeiten der Reflexion in Prozent von Zeit, Wellenlange oder Analytkon- 
zentration angeben, die mit Testtragern gemaB Fig. 1 bzw. Fig. 6 erhalten wurden. 
Im einzelnen zeigen: 

Fig. 1: einen Querschnitt durch einen bevorzugten Testtrager 
55 Fig. 2: ein Diagramm, das die Abhangigkeit der Reflexion in Prozent von der Zeit in Sekunden nach 

Probenaufgabe auf einen Testtrager gemaB Fig. 1 fOr Proben a) - f) mit jeweils unterschiedli- 

chen Glucosekonzentrationen zeigt. 
Fig. 3: ein Diagramm, das die Abhangigkeit der Reflexion in Prozent von der MeBwellenlange in 
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Nanometern fur Proben a) - f) mit unterschiedlichen Glucosekonzentrationen bei Verwendung 

eines Testtragers gemafl Fig. 1 zeigt. 
Fig. 4: ein Diagramm, das die Abhangigkeit der Reflexion in Prozent von der Glucosekonzentration 

bei Messung mit einem Testtrager gemafl Fig. 1 widergibt. 
s Fig. 5: ein Diagramm, das die Abhangigkeit der Reflexion in Prozent von der NADH-Konzentration bei 

Messung mit einem Testtrager gemafl Fig. 1 zeigt. 
Fig. 6: einen Querschnitt durch einen weiteren bevorzugten Testtrager. 

Fig. 7: ein Diagramm, das die Abhangigkeit der Reflexion in Prozent von der Ethanolkonzentration bei 
Messung mit einem Testtrager gemafl Fig. 6 widergibt. 
w Die nachfolgenden Beispiele zeigen einige der moglichen Verfahrensvarianten zur Bestimmung eines 
Anaiyts durch Heteropolyblau-Bildung. Sie sollen jedoch keine Beschrankung der Erfindung auf diese 
Ausfuhrungsformen darstellen. Die Figuren sind in den Beispielen naher erlautert. 

Beispiel 1 

75 

Nachweis von Glucose mit 1 8-Molybdodiphosphat 

Es wird ein Testtrager gemafl Figur 1 hergestellt. Er besteht aus einer 350 urn dicken Polyesterfolie 
(Melinex, ICI, Frankfurt, Bundesrepublik Deutschland) als Tragerfolie (t) mit den Maflen 2 x 3 cm. Im 

20 Zentrum der Folie befindet sich ein Loch mit 6 mm 

Durchmesser. Mittels Transferkleber (2) ist der Reagenztrager (6) bestehend aus einer 200 mm dicken 
transparenten Polycarbonat-Folie (5) (Pokalon, Lonza, Rheinfelden, Bundesrepublik Deutschland), einer 
ersten Reagenzschicht (4) und einer zweiten Reagenzschicht (3) so uber dem Loch in der Tragerfolie 
befestigt, dafl eine durch dieses Loch aufgegebene Probenflussigkeit zuerst mit der zweiten Reagenz- 

25 schicht in Kontakt kommt. Der Reagenztrager hat die Mafie 2 x 1 cm. 
Die Herstellung des Reagenztragers (6) erfolgt folgendermaflen: 
Erste Reagenzschicht: 
1 1 3 g bidestilliertes Wasser, 

36.3 g 2 Gew.-% Xanthan (Keltrol F, Kelco, Oklahoma, USA) in 0,2 M Citrat-Puffer. pH 7,0 
30 69 g Propiofan 70 D (BASF, Ludwigshafen, Bundesrepublik Deutschland) 

15 ml 15 Gew.-% Natrium-nonylsulfat in Wasser 

6 g Polyvinylpyrrolidon (Kollidon 25, BASF, Ludwigshafen, Bundesrepublik Deutschland) 
3,9 g Tetrabutylammoniumchlorid 

12 g 18-Molybdodiphosphorsaure (hergestellt gemafl G. Brauer, "Handbuch der praparativen anorganischen 
35 Chemie", Enke-Verlag, Stuttgart. 1954) in 15 g Wasser 
63 g Celatom MW 25 (Eagle Picher, Cincinnati, Ohio, USA) 

werden zu einer homogenen Masse verruhrt und in 150 urn Dicke auf die transparente Folie (5) aufgerakelt. 
Es wird eine Stunde bei 60 • C getrocknet. 
Zweite Reagenzschicht: 
40 20 g bidestilliertes Wasser, 

16 g Titandioxid RN 56 (Kronos-Titan GmbH, Leverkusen, Bundesrepublik Deutschland) 
36,3 g 2 Gew.-% Keltrol F (Kelco, Oklahoma, USA) in 0,2 M Citrat-Puffer, pH 6,0 

69 g Propiofan 70 D (BASF, Ludwigshafen, Bundesrepublik Deutschland) 
15 ml 15 Gew.-% Natrium-nonylsulfat in Wasser 
45 6 g Kollidon 25 (BASF, Ludwigshafen, Bundesrepublik Deutschland) 
188g Wasser 

63 g Celatom MW 25 (Eagle-Picher, Cincinnati, Ohio, USA) 
400 mg N,N-Bis-(2-hydroxyathyl)-p-nitrosoanilin x HCI in 20 g Wasser 
2 g Glucoseoxidase (200 U/mg) in 12 g Wasser 
so werden zu einer homogenen Masse verrOhrt und in 400 urn Dicke auf die erste Reagenzschicht aufgerakelt. 
Luftblasen werden durch leichtes Anblasen entfernt und die Beschichtung wird eine Stunde bei 60 - C 
getrocknet. 

Zum Zeitpunkt t = 0 wird Humanplasma mit a) 0 mg Glucose/dl, b) 47,5 mg Glucose/dl, c) 108,7 mg 
Glucose/dl, d) 200,8 mg Glucose/dl, e) 392,3 mg Glucose/dl und f) 766 mg Glucose/dl auf jeweils einen wie 
55 zuvor beschrieben hergestellten Testtrager aufgegeben. Bei 950 nm wird die Remission in % gemessen. 
Die erste Messung erfolgt nach acht Sekunden, weitere Messungen im Vier-Sekunden-Takt Bei Auftragung 
der Remission (R) in Prozent gegen die Zeit (t) in Sekunden wird ein Schaubild gemafl Figur 2 erhalten. Die 
Farbbildung und Remissionsabnahme ist bereits bei der ersten Messung fast vollstandig. Es resultiert ein 
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stabiler Endwert, der zu nahezu beliebiger Zeit nach dem Start gemessen werden kann. 

Werden mit einem Testtrager gemafi Figur 1, hergestellt wie zuvor beschrieben, Proben mit einer 
Glucosekonzentration von a) 0 mg/dl, b) 100 mg/dl, c) 240 mg/dl und d) 800 mg/dl bei unterschiedlichen 
Wellenlangen vermessen und wird die Remission (R) in Prozent gegen die Wellenlange (2) in nm in einem 
Schaubild aufgetragen. wird Figur 3 erhalten. Wie die dort abgebildeten Spektren verdeutlichen, konnen 
beliebige Wellenlangen zwischen 550 nm und mehr als 1100 nm zur Messung der Glucosekonzentration 
verwendet werden. Wegen des auflerst flachen Spektrums ist die Toleranz fur Schwankungen der MeBwel- 
lenlange sehr hoch. 

Beispiel 2 

Spezifitat des Glucose-Nachweises mit 18-Molybdodiphosphat 

Die in Tabelle 1 aufgefuhrten Storsubstanzen werden in den angegebenen Konzentrationen Humanplas- 
ma mit a) 0 mg Glucose/dl (C G i uc = 0) und b) 110 mg Glucose/dl (C G | UC = 110 mg/dl) zugesetzt. Wird 
solches Humanplasma mit einem Testtrager gemafl Figur 1, wie er in Beispiel 1 hergestellt und beschrie- 
ben ist, untersucht, werden bei 660 nm die in der Tabelle 1 angegebenen Remissionswerte in Prozent (% 
R) gefunden. 



Tabelle 1 



Storsubstanz 


Endkonzentration 


Cqiuc = 0 % R 


C G|UC = 110 mg/dl % R 


keine (Vergleich 


0 


60,3 


43,0 


NaOH 


1 mM 


59,9 


42,5 


Harnsaure 


10 mg/dl 


59,5 


42,4 




20 mg/dl 


60,1 


42,4 


Lactat 


100 mg/dl 


59,7 


43,2 




300 mg/dl 


60,2 


42,8 


Bilirubin 


10 mg/dl 


60,0 


42,7 




20 mg/dl 


61,5 


43,0 


Glutathion 


1 mM 


59,3 


43,0 




5 mM 


59,4 


43,8 


Methyldopa 


10 mg/dl 


59,5 


43.1 




100 mg/dl 


59,0 


42,1 


Dobesylat 


20 mg/dl 


59,4 


41 ,8 


Gentisinsaure 


50 mg/dl 


59,6 


43,0 


Aspirin 


5 mg/dl 


59,9 


42,1 




60 mg/dl 


60,0 


42,0 i 



Unabhangig von der Glucosekonzentration in Humanplasma (0 und 110 mg/dl) werden keine signifikan- 
ten Storungen gefunden. 

Mit einem Testtrager gemaB Figur 1 , der analog zu Beispiel 1 hergestellt wird und der mit dem dort 
beschriebenen Testtrager bis auf den Einsatz von Tetrabutylammoniumchlorid, das fur den Vergleich- 
Testtrager weggelassen wird, identisch ist, werden sehr schlecht reproduzierbare, stark streuende Ergebnis- 
se erhalten, weil sich die eingesetzte 18-Molybdodiphosphorsaure bei pH-Werten groBer als 5,5 zersetzt. 
AuBerdem wirken hier reduzierende Substanzen storend durch zusatzliche Farbbildung. 

Beispiel 3 

Testtrager zum Nachweis von Glucose auf Basis von 12-Molybdophosphat 

Wird in der Rezeptur von Beispiel 1 die 18-Molybdodiphosphorsaure ersetzt durch die gleiche Menge 
1 2-Molybdophosphorsaure (Fluka, Buchs, Schweiz), so erhalt man einen Testtrager mit schwacherer 
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Farbbildung bei Anwesenheit von Glucose, der sich besonders gut fur hohere Glucosekonzentrationen 
eignet. Unter Verwendung von .Proben unterschiedlicher aber bekannter Glucosekonzentration (C) und 
Messung der jeweiligen Remission (R) in Prozent bei 650 nm erhalt man die Kurve gemafi Figur 4. Wird bel 
950 nm gemessen, erhalt man eine identische Kurve. 

Ahnliche Ergebnisse werden mit 12-Molybdoarsenat (V), 18-Molybdodiarsenat (V), 1 1 -Molybdo-1 - 
vanadophosphat, 1 0-Molybdo-2-vanadophosphat und 9-Molybdo-3-vanadophosphat erhalten, die alle gemafl 
G. Brauer, "Handbuch der praparativen anorganischen Chemie", Enke-Verlag, Stuttgart (1954) hergestellt 
werden konnen. Der folgenden Tabelle 2 sind Name und Formel der Heteropotysaure sowie das Absorp- 
tipnsmaximum des entsprechenden Heteropolyblaus zu entnehmen. 

Tabelle 2 



Heteropolyblau aus verschiedenen Heteropolysauren 


Ausgangssubstanz 


Formel 


Absorptionsmax. des 
Heteropolyblaus 


1 2-Molybdophosphorsaure 
Natrium-1 8-molybdodiphosphat 


H 3 (PMoi 2 0*o)xn H 2 O 
Nas (P 2 Moi 8 062)x42 H 2 O 


725 nm 
693 nm 


Kalium-12-molybdoarsenat (V) 


K3 (AsMoi 2 O +0 ) x n H 2 0 


840 a bzw. 
652 nm b 


Natrium-1 8-molybdodiarsenat (V) 
1 1 -Molybdo-1 -vanadophosphorsaure 
10-Molybdo-2-vanadophosphorsaure 
9-Molybdo-3-vanadophosphorsaure 


Nas (As 2 Moi 8 0 G 2) x 23 H 2 0 
H 4 (PMonVO f0 )xnH 2 0 
H 5 (PMoi 0 V 2 0 4 o)xn H 2 0 
H 6 (PMo9V 3 Oio)xnH 2 0 


672 nm 
665 nm 
620 nm 
780 nm 



a: wenig Reduktionsmittel (Glucose) 
b: viel Reduktionsmittel (Glucose) 



Beispiel 4 

Testtrager zur Bestimmung von NAD(P)H 

Wird in der Rezeptur von Beispiel 1 die Glucose-Oxidase durch die gleiche Menge Diaphorase ersetzt. 
so erhalt man einen Testtrager zum Nachweis von NAD(P)H. Aus Proben mit bekannter Konzentration an 
NADH und Messung der Reaktion in Prozent bel 660 nm ergibt sich die Kurve gemafi Figur 5. Diese Kurve 
kann als Eichkurve zur Bestimmung unbekannter NADH-Konzentrationen dienen. 

Methoden zur Bildung von NAD(P)H aus NAD(P)-abhangiger Dehydrogenase, entsprechendem Substrat 
und NAD(P) sind bekannt Nach entsprechender Vorreaktion kann daher der NADH-Testtrager zum 
Nachweis von Dehydrogenase-Substraten oder zum Nachweis der Dehydrogenasen selbst genutzt werden. 

Beispiel 5 

Testtrager zur Bestimmung von Ethanol mittels Alkoholdehydrogenase und Diaphorase sowie 18-Molybdo- 
diphosphat 

a) Herstellung des Testtragers 

Es wird ein Testtrager gemafi Figur 6 hergestellt. Dieser Testtrager wird so aufgebaut, daB das 

Indikatorsystem aus einer homogenen Suspension bestehend aus 

4 ml 0,2 M Citrat-Puffer, pH 6,0 

10 ml 10 Gew.-% Natrium-nonylsulfat in Wasser 

60 mg Tartrazin 

0,1 g N,N-bis-(2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanilin x HCI 

6,8 ml 20 Gew.-% 18-Molybdodiphosphorsaure in Wasser 

1 g 25 Gew.-% Tetraethylammoniumchlorid in Wasser 

72 g 5 Gew.-% Kollidon 25 (BASF, Ludwigshafen, Bundesrepublik Deutschland) in 50 mM Citrat-Puffer, 
pH 6,0 
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auf ein saugfahiges Papier (Langfaser, Schoeller, Germsbach, Bundesrepublik Deutschland) getrankt und 
anschlieBend 30 Minuten lang bei 40 *C getrocknet wird. 

Die Enzyme sind auf einem separaten Papier (Langfaser, Schoeller, Germsbach, Bundesrepublik 
Deutschland) untergebracht. Das Papier wird getrankt mit einer Losung von 
5 50 g 0,2 M Phosphatpuffer, pH 7,0 
48 g Wasser 

2 ml 10 Gew.-% Natrium-nonylsulfat in Wasser 

6 g Diaphorase (15 U/mg Lyophilisat) 

2 g Alkoholdehydrogenase (250 U/mg Lyophilisat), 

10 und anschlieBend bei 40 oC 20 Minuten lang getrocknet. Das so hergestellte Indikatorpapier (13) und 
Enzympapier (12) wird jeweils in 14x6 mm groBe Streifen geschnitten. 

Auf einer 350 urn dicken, 9,8 cm langen und 0,6 cm breiten Polyesterfolie (Meiinex, ICI, Frankfurt, 
Bundesrepublik Deutschland) wird ein 16 mm langes, 6 mm breites und 0,25 mm dickes Glasfaservlies 
mit einem Flachengewicht von 25 g/m 2 als Transportvlies (14), ein 6 mm breites, 6 mm langes und 700 

is urn dickes Glasfaservlies mit einem Flachengewicht von 60 g/m 2 als Erythrozytenabtrennvlies (15) sowie 
ein Schutznetz (16) aus Scrynel PE280HC rot R (Zuricher Beuteltuchfabrik AG, Ruschlikon, Schweiz) mit 
den MaBen 6x8 mm und einer Maschenweite von 280 urn mittels eines Schmelzkleberstreifens (18) wie 
in Figur 6 angegeben, befestigt. Enzympapier (12) und Indikatorpapier (13) werden zusammen mit einer 
200 urn dicken, 15 mm langen und 6 mm breiten transparenten Polycarbonatfoiie (Pokalon, Lonza, 

20 Rheinfelden, Bundesrepublik Deutschland) (11) mittels eines Schmelzklebertropfens (19) so auf der 
Tragerfolie (17) befestigt, daB (11), (12) und (13) sich nicht beruhren, durch Druck aber sowohl 
miteinander als auch in Flussigkeitskontakt mit einer in Transportvlies (14) befindlichen Flussigkeit 
gebracht werden konnen. 
b) Bestimmung von Ethanol 

25 Auf den unter a) hergestellten Testtrager gemafl Figur 6 wird auf das Schutznetz (16) 32 ul Blut 
aufgegeben. Nach 60 Sekunden werden durch Druck auf die transparente Folie (11) das Enzympapier 
(12) und das Indikatorpapier (13) auf das Transportvlies (14) und das darin befindliche Serum gedruckt. 
Nach 120 Sekunden wird die Remission in Prozent bei 642 nm durch die transparente Folie (11) 
hindurch gemessen. Bei Einsatz bekannter aber verschiedener Ethanolkonzentrationen im Blut erhalt 

30 man eine Kurve gemafl Figur 7. Diese Kurve kann als Eichkurve zur Bestimmung einer unbekannten 
Ethanolkonzentration in einer Probe dienen. 

Beispiel 6 



35 Bestimmung von £-Galactosidase (EC 3.2.1.23) 



40 



45 



Folgende Losungen werden angesetzt: 

Puffer: 0,1 M HEPES, 20 mM Magnesiumchlorid, pH 6,8 

Substrat: 50 mM p-Aminophenyl-0-Galactosid (hergestellt aus p-Nitrophenyl-0-D-galactosid 

durch Hydrierung mit Wasserstoff an Pd-Kohle gemaB "Organikum", VEB Deutscher 
Verlag der Wissenschaften, 15. Auflage, Berlin 1976) in Wasser 

Neutralisator: 1 N Natronlauge 

Indikator: 100 mg/ml 18 Molybdodiphosphorsaure und 50 mg/ml Phenyl-trimethyl-ammonium- 

chlorid in Wasser 

Enzym: 180 U/ml in Puffer (die angegebene Enzymaktivitat bezieht sich auf die Verwendung 

von o-Nitrophenol-galactosid als Substrat) 
Zum Test werden in einem Reaktionsgemafl gemischt: 



50 



55 



Puffer 


780 ul 


Indikator 


100 ul 


Neutralisator 


20 ul 


Substrat 


100 ul 


Enzym 


a) 0, b) 1 ul, c) 2 ul, d) 3 ul, e) 4 ul, f) 5 ul 



Nach 4 1/2 Minuten Inkubation wird fur 1/2 Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Sediment 
in 1 ml Dimethylsulfoxid gelost und sofort die Extinktion (E) gemessen. Es werden die Resultate der Tabelle 
3 erhalten. 
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Tabelle 3 



Ul Enzym 


U/ml Enzym 


E (800 nm) 


0 


0 


0,065 


1 


0,18 


0,571 


2 


0,36 


1,245 


3 


0,54 


1,697 


4 


0,72 


2,350 


5 


0,90 


2,907 



Die aus diesen Werten resultierende Eichkurve kann zur Ermittlung des £-Galactosidase-Gehalts in 
unbekannten Proben verwendet werden. 

75 Beispiel 7 

Bestimmung von alkalischer Phosphatase (EC 3.1.3.1) 

2o Werden in der Rezeptur von Beispiel 6 als Substrat 50 mM p-Aminophenylphosphat (hergestellt gemafl 
L. H. De Riemer, C. R Meares, Biochemistry 20, 1606 (1981) verwendet und als Puffer 1 M Diethanolamin, 
1 mM Magnesiumchlorid, 0,1 mM Zinkchlorid, pH 9,8 verwendet, so kann damit die Bestimmung des 
Enzyms alkalische Phosphatase erfolgen. Mit bekannten Enzymkonzentrationen wird wie in Beispiel 6 ein 
linearer Zusammenhang zwischen Enzym konzentration und Extinktion bei 800 nm gefunden. 

25 Beispiel 8 

Testtrager zum Nachweis von 7-Glutamyltransferase (EC 2.3.2.2) 



Analog Beispiel 1 wird ein Testtrager hergestellt, jedoch mit folgenden Anderungen: 
In der zweiten Reagenzschicht wird der Puffer (2 Gew.-% Keltrol F in 0,2 M Citrat-Puffer. pH 6,0) durch 2 
Gew.-% Keltrol F in Wasser ersetzt, N,N-bis-(2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanilin x HCI und Glucoseoxidase 
werden weggelassen. Zwischen Transferkleber (2) und zweiter Reagenzschicht (3) wird ein Substrat- 
getranktes Papier eingelegt, das folgendermaBen hergestellt wird: 

Ein Teebeutelpapier (12 g/m 2 ) wird mit einer Losung von 250 mM Glycylglycin und 20 mM 7-L-Glutamyl-3- 
carboxyl-1,4-phenylendiamin (hergestellt gemMB EP-A-0 103 823) in 250 mM Trispuffer, pH 7,6 getrankt 
und 20 Minuten bei 50 • C getrocknet 

In 0,1 M Tris-Puffer mit 10 mg/ml Rinderserum Albumin, pH 7,5 wird eine Verdunnungsreihe von 7- 
Glutamyltransf erase hergestellt. 10 ill dieser Losung werden auf einen wie vorstehend beschriebenen 
Testtrager aufgegeben. Nach einer Minute werden bei 37 • C die in Tabelle 4 wiedergegebenen Remis- 
sionswerte in Prozent bei einer Wellenlange von 950 nm gemessen. 



Tabelle 4 



Enzym konzentration U/ml 


Remission bei 950 nm in % 


0 


59,0 


0,245 


57,0 


0,471 


55,5 


1,31 


52,7 


2.77 


49,7 


4,93 


45,8 


7,39 


42,2 


9,85 


39,0 



55 

Die so erhaltene Kurve kann zur Bestimmung des unbekannten 7-Glutamyltransferase-GehaIts in 
FlUssigkeiten genutzt werden. 



13 



EP 0 431 456 B1 



Beispiel 9 

Testtrager zum Nachweis von saurer Phosphatase (EC 3.1.3.2) 

5 Analog Beispiel 8 wird ein Testtrager zum Nachweis von saurer Phosphatase erhalten, wenn das 
Teebeutelpapier mit 10 mM p-Aminophenylphosphat (hergestellt gemaB L H. De Riemer, C. F. Meares, 
Biochemistry 20, 1606 (1981) in 0,1 M Citrat-Puffer, pH 5,0 getrankt wird. 

Patentanspriiche 

10 

1. Verwendung eines schwer loslichen Salzes einer Heteropolysaure zur Bestimmung eines Analyts, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Analyt ein elektronenreiches aromatisches Amin ist Oder zusammen 
mit einer weiteren Substanz zu einem solchen fuhrt. 

75 2. Verfahren zur Bestimmung eines Analyts mittels Heteropolyblau-Bildung, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Analyt mit einer Substanz umgesetzt wird, die zu einem aromatischen elektronenreichen Amin 
fUhrt, das mit einem schwer loslichen Salz einer Heteropolysaure kontaktiert wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB ein schwer losliches Salz einer Heteropo- 
20 lysaure des Molybdans, des Molybdans und Wolframs, des Vanadiums und Molybdans Oder des 

Vanadiums und Molybdans und Wolframs mit Phosphor, Arsen, Silicium Oder Germanium als Hetero- 
atom eingesetzt wird. 

4. Verfahren gemafl einem der AnsprUche 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB als schwer losliches 
25 Salz einer Heteropolysaure ein solches eingesetzt wird, dessen Kation groBer ist als das Ammoniu- 

mion. 

5. Verfahren gemafl einem der AnsprGche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB als schwer losliches Salz 
einer Heteropolysaure ein solches mit einem Kation der allgemeinen Formel I 

30 

R 1 R 2 R3R*X + (I) 
in der 

R\ R 2 , R 3 , R* gleich oder verschieden sind und einen Alkyl-, Aryl- oder Aralkylrest bedeuten, Oder 
35 Wasserstoff. wenn nicht alle Reste gleich sind, oder 

wobei zwei Reste zusammen einen Alkylenrest biiden, und X ein Phosphor- oder Stickstoffatom 

darstellt, 

eingesetzt wird. 

40 6. Verfahren gemaB einem der AnsprGche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB als schwer losliches Salz 
einer Heteropolysaure ein solches mit einem Kation aus der Gruppe der quarternierten Stickstoff- 
Heteroaromaten eingesetzt wird. 

7. Verfahren zur Bestimmung eines elektronenreichen aromatischen Amins durch Heteropolyblau-Bildung, 
45 dadurch gekennzeichnet, daB eine Losung des zu bestimmenden elektronenreichen aromatischen 

Amins mit einem schwer loslichen Salz einer Heteropolysaure kontaktiert wird. 

8. Mittel zur Bestimmung eines Analyts durch Heteropolyblau-Bildung, dadurch gekennzeichnet, dafl es 
eine Substanz, die mit dem Analyt zu einem elektronenreichen aromatischen Amin fuhrt und ein schwer 

so losliches Salz einer Heteropolysaure oder die hierfOr notwendigen Substanzen enthalt. 

9. Mittel gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es ein schwer losliches Salz einer Heteropoly- 
saure des Molybdans, des Molybdans und Wolframs, des Vanadiums und Molybdans oder des 
Vanadiums und Molybdans und Wolframs mit Phosphor, Arsen, Silicium oder Germanium als Hetero- 

55 atom enthalt. 

10. Mittel gemaB einem der AnsprGche 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB es als schwer losliches Salz 
einer Heteropolysaure ein solches enthalt, dessen Kation groBer ist als das Ammoniumion. 
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11. Mittel gemaG einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi es als schwer losliches Salz 
einer Heteropolysaure ein solches mit einem Kation der allgemeinen Formel I 

R 1 R 2 R 3 R 4 X + (I) 

5 

in der 

R\ R 2 , R 3 , R+ gleich Oder verschieden sind und einen Alkyh Aryl- oder Aralkylrest bedeuten, oder 
Wasserstoff, wenn nicht al!e Reste gleich sind, oder 
, wobei zwei Reste zusammen einen Alkylenrest bilden, und X ein Phosphor- oder Stickstoffatom 
10 darstellt, 
enthalt. 

12. Mittel gemaG einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daG es als schwer losliches Salz 
einer Heteropolysaure ein solches mit einem Kation aus der Gruppe der quaternierten Stickstoff- 

15 Heteroaromaten enthalt. 

13. Mittel zur Bestimmung eines elektronenreichen aromatischen Amins durch Heteropolyblau-Bildung, 
dadurch gekennzeichnet, dafi es ein schwer losliches Salz einer Heteropolysaure oder die hierfur 
notwendigen Substanzen in tragergebundener Form enthalt. 

20 

14. Verwendung eines schwer loslichen Salzes einer Heteropolysaure zur Herstellung eines Mittels zur 
Bestimmung eines elektronenreichen aromatischen Amins durch Heteropolyblau-Bildung. 

Claims 

Use of a sparingly soluble salt of a heteropoly acid for the determination of an analyte, characterised in 
that the analyte is an electron-rich aromatic amine or leads to such together with a further substance. 

Process for the determination of an analyte by means of heteropoly blue formation, characterised in 
that the analyte is reacted with a substance which leads to an aromatic electron-rich amine which is 
contacted with a sparingly soluble salt of a heteropoly acid. 

Process according to claim 2, characterised in that a sparingly soluble salt of a heteropoly acid of 
molybdenum, of molybdenum and tungsten, of vanadium and molybdenum or of vanadium and 
molybdenum and tungsten, with phosphorus, arsenic, silicon or germanium as heteroatom, is used. 

Process according to one of claims 2 and 3, characterised in that, as sparingly soluble salt of a 
heteropoly acid, such a one is used, the cation of which is larger than the ammonium ion. 

Process according to one of claims 2 to 4, characterised in that, as sparingly soluble salt of a 
heteropoly acid, such a one is used with a cation of the general formula I 

R 1 R 2 R 3 R*X + (I) 



45 in which R 1 , R 2 , R 3 , R 4 are the same or different and signify an alky I, aryl or aralkyl radical or hydrogen 
when not all radicals are the same or whereby two radicals together form an alkylene radical and X 
represents a phosphorus or nitrogen atom. 

6. Process according to one of claims 2 to 4, characterised in that, as sparingly soluble salt of a 
so heteropoly acid, such a one is used with a cation from the group of the quaternised nitrogen 

heteroaromatics. 

7. Process for the determination of an electronrich aromatic amine by heteropoly blue formation, 
characterised in that a solution of the electron-rich aromatic amine to be determined is contacted with a 

55 sparingly soluble salt of a heteropoly acid. 

8. Agent for the determination of an analyte by heteropoly blue formation, characterised in that it contains 
a substance which, with the analyte, leads to an electron-rich aromatic amine and contains a sparingly 
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soluble salt of a heteropoly acid or the substances necessary herefor. 

9. Agent according to claim 8, characterised in that it contains a sparingly soluble salt of a heteropoly acid 
of molybdenum, of molybdenum and tungsten, of vanadium and molybdenum or of vanadium and 

5 molybdenum and tungsten. with phosphorus, arsenic, silicon or germanium as heteroatom. 

10. Agent according to claims 8 and 9, characterised in that, as sparingly soluble salt of a heteropoly acid, 
it contains such a one, the cation of which is larger than the ammonium ion. 

70 11. Agent according to one of claims 8 to 10, characterised in that, as sparingly soluble salt of a heteropoly 
acid, it contains such a one with a cation of the general formula I 

R 1 R 2 R 3 R*X + (I) 

75 in which R\ R 2 , R 3 , R* are the same or different and signify an alkyl, aryl or aralkyl radical or hydrogen 
when not all radicals are the same or whereby two radicals together form an alkylene radical and X 
represents a phosphorus or nitrogen atom. 

12. Agent according to one of claims 8 to 10, characterised in that, as sparingly soluble salt of a heteropoly 
20 acid, it contains such a one with a cation from the group of the quatemised nitrogen heteroaromatics. 

13. Agent for the determination of an electron-rich aromatic amine by heteropoly blue formation, charac- 
terised in that it contains a sparingly soluble salt of a heteropoly acid or the substances necessary 
herefor in carrier-bound form. 

25 

14. Use of a sparingly soluble salt of a heteropoly acid for the production of an agent for the determination 
of an electron-rich aromatic amine by heteropoly blue formation. 

Revendicatlons 

30 

1- Utilisation d'un sel peu soluble d'un heteropolyacide pour la determination d'un analyte, caracterisee en 
ce que I'analyte est une amine aromatique riche en Electrons, ou conduit a celle-ci conjointement avec 
une autre substance. 

35 2. Procede de determination d'un analyte par formation d'he*te>opoly-bleu, caracterise en ce que Ton fait 
reagir I'analyte avec une substance qui conduit a une amine aromatique riche en electrons, que Ton 
met en contact avec un sel peu soluble d'un heteropoly acide. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que Ton utilise un sel peu soluble d'un heteropolya- 
40 cide du molybdene, du molybdene et du tungstene, du vanadium et du molybdene ou du vanadium et 

du molybdene et du tungstene, avec du phosphore, de I'arsenic, du silicium ou du germanium en tant 
qu'heteroatome. 

4. Procede selon Tune des revendications 2 et 3, caracterise en ce que comme sel peu soluble d'un 
45 heteropolyacide, on utilise un sel dont le cation presente une taille superieure a celle de I'ion 

ammonium. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 4, caracterise en ce que comme sel peu 
soluble d'un heteropolyacide, on utilise un sel contenant un cation de formule generale I 

50 

R 1 R 2 R 3 R*X + (I) 
dans laquelle 

R 1 , R 2 , R 3 , R 4 sont identiques ou differents et represented un reste alkyle, aryle ou aralkyle, ou un 
55 atome d'hydrogene lorsque tous les restes ne sont pas identiques, ou 

dans laquelle deux restes forment conjointement un reste alcenyle, et X represente un atome de 
phosphore ou d'azote. 
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6. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 2 a 4, caracterise en ce que comme sel peu 
soluble d'un heteropolyacide, on utilise un sel contenant un cation appartenant au groupe des 
composes heteroaromatiques a azote quaternaire. 

5 7. Procede de determination d'une amine aromatique riche en electrons, par formation d'heteropoly-bleu, 
caracterise en ce que Ton met en contact une solution de I'amine aromatique riche en electrons a 
determiner avec un sel peu soluble d'un heteropolyacide. 

8. Agent de determination d'un anal yte par formation d'heteropoly-bleu, caracterise en ce qu'il contient 
w une substance qui conduit, avec I'analyte, a une amine aromatique riche en electrons et qui contient un 

sel peu soluble d'un heteropolyacide ou les substances necessaires a son obtention. 

9. Agent selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il contient un sel peu soluble d'un heteropolyacide 
du molybdene, du molybdene et du tungstene, du vanadium et du molybdene ou du vanadium et du 

75 molybdene et du tungstene, avec du phosphore, de I'arsenic, du silicium ou du germanium en tant 
qu'heteroatome. 

10. Agent selon Tune des revendications 8 et 9, caracterise en ce que comme sel peu soluble d'un 
heteropolyacide, il contient un sel dont le cation presente une taille superieure a celle de I'ion 

20 ammonium. 

11. Agent selon I'une quelconque des revendications 8 a 10, caracterise en ce que, comme sel peu soluble 
d'un heteropolyacide, il comprend un sel contenant un cation de formule generate I 

25 R 1 R 2 R3R*X + (I) 

dans laquelle 

R\ R 2 , R 3 , R* sont identiques ou differents et represented un reste alkyle, aryle ou aralkyle, ou un 
atome d'hydrogene lorsque tous les restes ne sont pas identiques, ou 
30 dans laquelle deux restes torment conjointement un reste alcenyle, et X represente un atome de 
phosphore ou d'azote. 

12. Agent selon I'une quelconque des revendications 8 a 10, caracte>ise" en ce que, comme sel peu soluble 
d'un heteropolyacide, il comprend un sel contenant un cation appartenant au groupe des composes 

35 heteroaromatiques a note quaternaire. 

13. Agent pour la determination d'une amine aromatique riche en electrons, par formation d'heteropoly- 
bleu, caracterise en ce qu'il contient un sel peu soluble d'un heteropolyacide, ou les substances 
necessaires a son obtention, sous forme lie a un support. 

40 

14. Utilisation d'un sel peu soluble d'un heteropolyacide pour la preparation d'un agent pour la determina- 
tion d'une amine aromatique riche en electrons, par formation d'heteropoly-bleu. 



45 
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55 
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Fig.. 3 
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Fig. 7 
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